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(54) COMPOSITION ANTIDIABETIQUE A BASE DE 4-HYDROXYISOLEUCINE. 

\5n Composition antidiabetique apte a stimuler la secre- 
tion d'insuline et specialement destinee au traitement clu 
diabete non insulino dependant, caracterisee en ce qu'elle 
renferme, en tant que substance active, risomere (2S, 3R, 
4S) de la 4- hydroxyiso leucine de formule: 

5 4 3 2 1 



CHo - CH 



CH - CH 



COOH 



OH CH 3 NH 2 
6 

et/ou sa forme lactonique, et en ce qu'elle est pratique- 
ment exempte de tout autre stereoisomere de ce compose. 
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« Composition antidiabetique a base de 4-hydroxyiso- 
leucine » 

La presente invention se rapporte a une compo- 
sition antidiabetique apte a stimuler la secretion 
5 d'insuline et specialement destinee au traitement du dia- 
bete de type II ou diabete non insulino dependant. 

II est connu que le diabete touche, aujour- 
d'hui, plus de trente millions d'individus dans le nionde, 
prenant la dimension d'un phenomene majeur sur le plan de 
10 la sante publique ; a titre d'exemple, on considere que, 
dans les pays europeens, le diabete atteint entre 2 et 5 % 
de la population, et qu'en France, environ 3 a 4 % des ha- 
bitants souffrent de diabete non insulino dependant qui est 
de loin le plus frequent et en particulier entre 5 et 10 % 
15 des sujets ages de 60 a 70 ans souffrent de cette maladie. 

De plus, et pour diverses raisons liees notam- 
ment a la richesse alimentaire, l'obesite, le tabagisme ou 
encore la diminution de I'activite physique, le nombre de 
diabetiques aurait double en France en une vingtaine d'an- 
20 nees, essentiellement du fait d'une augmentation du diabete 
non insulino dependant. 

Cette affection est caracterisee par une alte- 
ration de la secretion d'insuline associee ou non a une in- 
sulino resistance des tissus peripheriques . L 1 alteration du 
25 fonctionnement des cellules B pancreatiques qui syntheti- 
sent l'insuline, survient des la phase initiale du diabete 
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non insulino dependant. Elle se traduit par une tres nette 
diminution de la secretion d'insuline en reponse a une sti- 
mulation glucosee. 

Pour traiter cette maladie, les specialistes 
5 ont en consequence ete tout nature llement amenes a recher- 
cher des produits susceptibles de stimuler la secretion 
d'insuline ; parmi ceux-ci, seuls les sulfamides 
(sulfonylureas) ont, dans un premier temps, revel e une ef- 
f icacite . 

10 Cependant, malgre leurs avantages, les sulfony- 

lurees presentent un certain notnbre d' inconvenient s avant 
tout lies aux difficultes rencontrees pour determiner la 
posologie adequate ; il en resulte des risques de surdosage 
pouvant provoquer frequemment des hypoglycemies, avec ris- 

15 que de coma hypoglycemique, notaTranent chez les personnes 
agees . 

Pour remedier a ces inconvenients , on a en con- 
sequence cherche a proposer un medicament de nature a se 
substituer aux sulf onylurees pour stimuler la secretion 
20 d f insuline. 

C'est ainsi que, conformement au document EP- 
0 587 476, on a pu mettre en lumiere les proprietes anti- 
diabetiques de certains acides amines mono ou polyhydroxy- 
les parmi lesquels le plus actif s'est revele etre la 4- 
25 hydroxyisoleucine de formule : 

5 4 3 2 1 

CH 3 - CH - CH - CH - COOH 

I I I 

30 OH CH 3 NH 2 

6 

et/ou sa forme lactonique. 

Conformement a cette publication, on a en par- 
35 ticulier propose un procede d' extraction de la 4- 
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hydroxyisoleucine a partir de graines d'une espece particu- 
liere de trigonelles ( Triaonella sp : le fenugrec Trigonel- 
la foe num-graecum L ) qui est une legumineuse facilement 
cultivable dans les regions mediterraneennes . 
5 Ce proced§ consiste a mettre en oeuvre les eta- 

pes suivantes : 

- on soumet des graines de fenugrec a un broyage et a une 
extraction prealable a l'hexane, a temperature afnbiante 
de fagon a obtenir un tourteau delipide, 

10 - on soumet ce tourteau a plusieurs extractions hydro- 
alcooliques successives avec de l'ethanol a 70 % a tempe- 
rature ambiante, 

- on concentre l'extrait obtenu sous pression reduite, 

- on fait passer le concentrat sur une colonne contenant 
15 une resine echangeuse de cations sous forme H de fagon a 

retenir la 4 -hydroxyisoleucine recherchee sur cette co- 
lonne, 

- on elue celle-ci en utilisant une solution d' ammoniaque N 
ou 2N, 

20 - apres concentration et reprise par de l'ethanol a 70 %, 
on soumet le melange obtenu a une chromatographic 
d' adsorption sur gel de silice, et 

- on elue celui-ci avec de l'ethanol a 70 % avant de le 
concentrer sous vide et de le purifier par cristallisa- 

25 tion avec addition d' ether diethylique de facpon a obtenir 

une 4 -hydroxyisoleucine titrant 99 % de purete. 

Pour permettre aux malades de pouvoir benefi- 
cier des proprietes antidiabetiques toutes particulieres de 
la 4 -hydroxyisoleucine, il a ete d§cid§ de poursuivre les 

30 recherches sur ce produit : en effet, la mise sur le rnarche 
d'un medicament nouveau exige une connaissance et une des- 
cription precise du principe actif ; or # le squelette de la 
4 -hydroxyisoleucine renferme trois carbones asymetriques 
successifs et comporte, par suite, huit stereo- isomdres 

35 pouvant etre definis par les notations standardisees (2S, 
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3R, 4S) ; (2S, 3R, 4R) ; (2R, 3S, 4R) ; (2R f 3S, 4S) ; <2S, 
3S, 4S) ; (2S, 3S, 4R) ; (2R, 3R, 4R) ; (2R, 3R, 4S) . 

Compte tenu de cette situation, on a eu l'idee 
de rechercher, conf ormement a 1' invention, au(x)quel(s) de 
ces isomeres devaient etre attributes les caracteristiques 
antidiabetiques ou tout au moins 1'essentiel de ces carac- 
teristiques . 

On a, a cet effet, tenu compte des travaux de 
Fowden et al. (Phytochemistry, 1973, vol.13, pp. 1707 a 
1711) et d'Alcock et al (Phytochemistry, 1989, vol.28, pp. 
1835-1841) conf ormement auxquels on a pu etablir qu'a 
1'etat naturel, le Fenugrec ne renferme que deux isomeres 
de la 4-hydroxyisoleucine (diastereoisomeres sur le carbone 
2) a savoir les isomeres suivants : 



COOH COOH 

I I 

HoN -C-H H-C- NH 2 

I I 

H 3 C - C - H H 3 C - C - H 

I I 

HO -C-H HO -C-H 

I I 

CH 3 CH 3 
Isomere (2S, 3R, 4S) Isomere (2R, 3R, 4S) 

Plus precisement, il a ete prouve que le Fenu- 
grec renferme environ 97 % d' isomere (2S, 3R, 4S) qui doit 
done etre considere comme 1' isomere majeur et environ 3 % 
d' isomere (2R, 3R, 4S) qui doit etre considere comme 
1 ' isomere mineur . 

Conf ormement a 1' invention, on a constate expe- 
rimentalement que lorsque l'on extrait des graines de Fenu- 
grec par le procede susmentionne , decrit dans le document 
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EP-A-0 587 476, a petite echelle, on obtient la 4- 
hydroxyisoleucine en conservant essentiellement les propor- 
tions susmentionn§es d'isomere majeur et d'isomere mineur ; 
les caracteristiques physico-chimiques de l'isomere majeur 
ont ete determinees et correspondent a la structure (2S, 
3R, 4S) . 

NH 2 

J , 

*CH A C00H 



OH 




Cette configuration a pu etre attribuee grace 
aux mesures suivantes et par analogie avec les travaux an- 
terieurs : 

- Pouvoir rotatoire (Perkin-Elmer) [<x]^° : + 31.3 (c=l.2, 
H 2 0) . 

- Spectrometrie infrarouge (Perkin-Elmer, FT- IR, Paragon 
1000) dont les resonances sont les suivantes en cm 1 : 
iax 3500-2000, 1634, 1490, 1415, 1356, 1312, 1270, 1180, 
1104, 1053, 1017, 962, 931, 899, 858, 817, 794. 

- Spectrometrie de masse (JEOL, JMS-SX 102A) selon la tech- 
nique « fast atom bombardement » en modes positif et n6- 
gatif avec une matrice de glycerol- thioglycerol : 

FAB+ : 148 (M+H) + 100 ; FAB- : 146 (M-H) + 100 

- Spectrometrie RMN 1 H et 13 C (Bruker AC 250 MHz) dont les 
deplacements chimiques sont les suivants (en ppm : 5) 

1 H NMR 5 : 1 (d, 3H, J=7, CH 3 C-3) ; 1,29 (d, 3H, J=6,3, 
CH 3 C-4) : 1,97 (qdd, 1H, J=7/4/8, CH-3) ; 3,88 ( (qd, 1H, 
J)=8/6,3, CH-4) ; 3,94 (d, 1H, J=4 , CH-2). 
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13 C NMR 5: 38,6(06), 47,2(C 5 ) # 67,8(C 3 ), 83,5(C 2 ), 
96,4<C 4 ) , 200(0!) . 

Les figures la a If ont permis d'etablir les 
caracteristiques physico-chimiques de l'isomere (2S, 3R, 
4S) de la 4-hydroxyisoleucine . 

Plus precisement , la figure la correspond a la 
chromatographie HPLC tandis que les figures lb a If repre- 
sented respectivement le spectre IR, le spectre de masse 
« FAB » mode positif, le spectre de masse « FAB » mode ne- 
gatif, le spectre rWh et le spectre RMN C. 

On s'est, en revanche, rendu compte que si l'on 
transpose le procede susmentionne a une echelle superieure 
pour laquelle les differentes etapes exigent des temps plus 
importants, on obtient un produit comportant environ 85 a 
90 % d' isomere majeur et environ 10 d 15 % d'isomere mi- 
neur . 

Partant de ces constatations , on a cherche a 
separer les deux diastereoisomeres par chromatographie en 
utilisant une colonne semi -preparative ultrabase C 18 qui 
est caracterisee par une hydrophobicite elevee et un indice 
de silanol residuel tres faible, done une capacite de re- 
tention elevee ; il est connu que de telles colonnes sont 
adaptees pour effectuer la separation de composes presen- 
tant des groupements fonctionnels tres polaires, comme les 
substances acides ou basiques. 

On a ainsi purifie 2 grammes d'un melange obte- 
nu suite a la mise en oeuvre du procede susmentionne dans 
les conditions suivantes : 
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- Support : colonne semi-preparative ultrabase C 18 , 

5/xM (10 mm x 15 cm) 

- Detecteur : UV (190 £ 220 nm) ou ref ractometre, 

- Eluant : eau pure, 

- Debit : 2 ml /min. 



II est a noter que 1 ' utilisation d'eau pure 
comme solvant de dilution s'est averee indispensable car 
l'alcool perturbe la separation. 

10 Une etude analytique prealable effectuee sur 

10 fig de melange a permis de verifier que le temps de re- 
tention etait de 9,6 min. pour l'isomere mineur et de 
10,2 min. pour l'isomere majeur et qu'il etait done ainsi 
possible de separer les deux isomeres presents. 

15 Cette possibility a ete confirmee par 

1' experience et, la mise en oeuvre du precede de separation 
a ef f ectivement permis d'obtenir, a partir des deux grammes 
initiaux, et apres purification, d'une part, plus de 400 mg 
d'isomere mineur pratiquement pur et d' autre part, environ 

20 1,5 g d'isomere majeur avec une purete de 97 a 98 % identi- 
que au compose isole a partir du document EP-A-0 587 476. 

Conformement a 1' invention, on a ensuite mis en 
oeuvre des tests pharmacologiques pour verifier l'activite 
antidiabetique de chacun des isomeres ainsi purifies et on 

25 a constate que le plus puissant (eutomer) renfermant la ma- 
jeure partie de l'activite antidiabetique est l'isomere ma- 
jeur tandis que l'isomere mineur s'avere nettement moins 
puissant (distomer) . 

La presente invention a pour objet de tirer 

30 profit de ces constatations experimentales en proposant une 
composition antidiabetique nouvelle apte a stimuler la se- 
cretion d'insuline et specialement destinee au traitement 
du diabete non insulino dependant. 

Conformement a 1' invention, cette composition 

35 antidiabetique est caracterisee en ce qu'elle renferme, en 
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tant que substance active, l'isomere (2S, 3R, 4S) de la 4- 
hydroxyisoleucine de formule : 

5 4 3 2 1 

5 CH 3 - CH - CH - CH - COOH 

I I I 

OH CH 3 NH 2 
6 

10 et/ou sa forme lactonique, et en ce qu'elle est pratique- 
merit exempte de tout autre stereoisomere de ce compose. 

Selon une caracteristique pref erentielle de 
1' invention, cette substance active est d'origine vegetale, 
et est notatnment obtenue a partir de trigonelles 

15 ( Trigonella sp. ) et plus particulierement extraite de grai- 
nes de f enugrec ( Trigonella foenum-araecum L ) . 

L'activite antidiabetique toute particuliere de 
l'isomere (2S, 3R, 4S) de la 4-hydroxyisoleucine sera mise 
en lumiere grace a l'exemple suivant, portant sur une in- 

20 vestigation au niveau des ilots de Langherans isoles de 
pancreas de rat . 

Apres digestion du pancreas par la collagenase, 
les ilots de Langerhans qui possedent des cellules B secr6- 
tant l'insuline ont ete separes des autres elements du di- 

25 gestat, preleves sous la loupe binoculaire, puis deposes 
dans des tubes d 1 incubation . Cette methode f qui presente 
1 ' avantage de ne necessiter qu'une faible quantite de subs- 
tance, permet une etude directe des effets de la composi- 
tion sur des cellules endocrines pancreatiques , en 

30 particulier des cellules B insulino secretrices, a 1' exclu- 
sion de toute interference avec les tissus exocrines et an- 
nexes . 

Sur des ilots isoles de rats Wistar, incubes en 
presence de 8,3 rtiM de glucose (1,5 g/1) pendant une heure, 
35 on a recherche I'effet de 200 iiM d'isomere majeur de la 4- 
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hydroxyisoleucine, d'une part, et de 500 /iM et 1 mM 

d'isomdre mineur d'autre part, sur la secretion d'insuline. 

Les resultats obtenus sont reportes sur la figure 2, sur 

lequel les histogrammes representent pour chaque dose 
5 d'isomere de 4-hydroxyisoleucine la secretion d'insuline 

mesuree sur 60 minutes . Les valeurs donnees correspondent a 

chaque fois a la moyenne de 16 a 20 determinations, 

Sur ce schema, on peut noter que pour l'isomere 

majeur, un effet stimulant significatif sur la secretion 
10 apparait pour une concentration de 200 /xM, alors que dans 

le cas de l'isomere mineur, cet effet n'est observe que 

pour une concentration de l mM. 

Cette etude pharmacologique permet done bien de 

mettre en lumiere l'activite superieure de l'isomere ma- 
15 jeur. 

Ces resultats ont ete confirmes par des expe- 
riences realis^es sur le pancreas isole et perfuse en pre- 
sence de 8,3 mM de glucose . 

Conformement a ces experiences, dont les resul- 
20 tats sont reportes sur la figure 3, l'isomere majeur et 
l'isomere mineur de la 4-hydroxyisoleucine ont ete intro- 
duits a une concentration de 200 fiM dans le milieu de per- 
fusion pendant 10 minutes. 

Les valeurs donnees correspondent £ chaque fois 
25 a la moyenne de 4 £ 6 experiences. 

Ce schema montre clairement que, dans le cas de 
l'isomere majeur, la stimulation est immediate et biphasi- 
que et persiste pendant toute la duree de la perfusion 
alors qu'au contraire, aucun effet notable n'est observe 
30 dans le cas de l'isomere mineur. 
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REVENDICATIONS 
1°) Composition antidiabetique apte a stimuler 
la secretion d'insuline et specialement destinee au traite- 
ment du diabete non insulino dependant, caracterisee en ce 
5 qu'elle renferme, en tant que substance active, l'isomere 
(2S, 3R, 4S) de la 4-hydroxyisoleucine de formule : 

3 2 1 
CH - CH - COOH 

I I 

CH 3 NH 2 
6 

et/ou sa forme lactonique, et en ce qu'elle est pratique- 

ment exempte de tout autre stereoisomere de ce compose. 
15 2°) Composition antidiabetique selon la reven- 

dication 1, caracterisee en ce que la substance active est 

d'origine vegetale. 

3°) Composition antidiabetique selon la reven- 

dication 2, caracterisee en ce que la substance active est 
20 obtenue a partir de trigonelles ( Triaonella sp ) . 

4°) Composition antidiabetique selon la reven- 

dication 3, caracterisee en ce que la substance active est 

extraite de graines de fenugrec ( Triaonella f oenum-graecum 

L) . 
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Evaluation des effets compares de I'isomere majeur et de I'isomere mineur 
ce la 4-hydroxyisofeucine sur fa secretion d'insuline par les Hots de 
Langerhans isoles et incubes en presence de glucose 8,3 mM 




FIG. 2 
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Effet sur la secretion d'insuline dun pancreas isole de rat 
dune perfusion de 4-hydroxyisdeucine a la concentration de 
200jjM pendant 10 min. 

PERFUSION OE GLUCOSE 8.3 NM 



Perfusion de 4-tytoxyisoleucine 200pM 
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